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り、BTB ドメイン、bZip ドメイン以外の構造については不明な点が多い。Bach1 は、その機能を阻
害することで細胞保護因子である HO-1 発現を誘導し、生体防御能を発現させることが期待されるこ
とから創薬標的として魅力的である。Bach1 のヘムによる構造変化・機能変化についての知見は





第二章 Bach1 の調製 
本研究ではヘムが結合して機能変化が生じるとされるCP3, CP4, CP5, CP6 に焦点を当てることと
した。CP3, CP4, CP5 を含む 417 番目から 524 番目までの領域を N 末端側 Heme binding 
region(HBR-N)、bZip より後半の 631 番目から 739 番目までの領域を C 末端側 Heme binding 
region(HBR-C)とした。 
マウスBach1全長(1-739aa)をコードする遺伝子を哺乳類細胞発現ベクターpCAG-neoに組み込み、
pCAG-mBach1WT を作製した。このベクターに対して点変異を導入することで CP モチーフのシス
テインのアラニン変異体を作製した。 






Bach1 の CP モチーフ周りの局所状態を評価するため、HBR-N の３つの CP モチーフに対して 3













た際の SPR 信号を検出し、相互作用を解析するものである。 
 
第四章 アミノ末端部ヘム結合領域の物理化学的解析 
HBR-N WT、mCP 及び nCP の遠紫外領域の円二色性分光解析の結果、ランダムコイル構造を示す
200nm 付近の強い負のピークを確認した。このことから、この領域は秩序構造を持たない天然変性状
態であることが示唆された。近紫外領域の円二色性分光解析の結果、HBR-N 及び nCP ではヘム依存
的に 320nm 付近にピークが出現し、ヘム濃度依存的にピークが大きくなった。一方、mCP ではピー
クは見られなかったことから、ヘム添加により出現した 320nm のピークは HBR-N の CP モチーフ
のシステイン依存的であることが示唆された。 
紫外可視分光解析の結果、HBR-N WT と nCP は 6 配位及び 5 配位結合の両方を持つことが示唆さ
れた。一方、HBR-N mCP では 6 配位結合だけが存在し、5 配位結合を持たないことが示唆された。
これらの結果から、HBR-N におけるヘムの 5 配位結合は CP モチーフ特異的であると考えられた。
しかしながら、化学修飾実験ではアクリルアミドに対する反応性は HBR-N mCP と nCP ではあまり
変わらないという結果であった。このことから、CP モチーフ依存的な 5 配位結合は CP モチーフの
システイン残基と CP モチーフ以外のシステイン残基との反応性の違いにより生じているわけではな
いと考えられた。ヘム滴定実験における 427nm の吸収スペクトル変化は、HBR-N nCP では WT に
比べて 3 つのシステインがアラニンに変異しているにもかかわらず、両タンパクにおいてほぼ同様の
推移となった。このことから、6 配位のヘム結合は CP モチーフ以外のシステイン残基とはまた別の
アミノ酸残基を利用していると考えられた。一方、HBR-N mCPの 427nm の吸収スペクトル変化は
WT の 60%程度まで減少していたことから、CP モチーフのシステイン残基はヘムの 6 配位結合に関
係している可能性がある。 
 SPR 解析の結果では、HBR-N WT では約 4 個のヘムが結合することが示唆されたが、HBR-N mCP






 HBR-N で観察された摩擦係数は WT で 1.56、mCP で 1.76 であったことから、これらのタンパク




ク質の立体構造において水素結合ネットワークの一部を形成しうる。HBR-N mCP よりも WT のほう
がよりコンパクトな形状となった理由はシステイン残基による水素結合が考えられる。CP モチーフ
近傍のペプチドのNMR 測定の結果からは、その領域は伸長した状態であることが示唆された。その






あることが示唆された。HBR-C WT の近紫外領域の円二色性分光解析の結果、HBR-C WT では 3 当
量のヘム添加時に 320nm 付近にピークが出現した。一方、mCP では 3 当量のヘムを添加してもピー
クは見られなかったことから、このピークは HBR-C の CP モチーフのシステイン依存的であること
が示唆された。 
HBR-C WT と mCP の動的光散乱測定の結果、流体力学的半径はそれぞれ 2.88nm、2.68nm であ
り、HBR-N と近い数値である。HBR-N と HBR-C は近い分子量であり、特に多量体化する機構も考
えられないことから、これらのタンパク質は凝集しておらず、単量体で存在していると予想された。 
HBR-C WT と mCP の紫外可視分光解析の結果、HBR-C WT でも 6 配位及び 5 配位結合の両方を
持つことが示唆された。一方、HBR-C でも CP モチーフの変異により 5 配位結合が消失することが
示唆された。また、HBR-C WTの365nmの吸光度は3当量のヘムまで直線的に増加した。一方、428nm
の吸光度変化は HBR-C WT 及び mCP のいずれでも 3 当量ヘムまでの濃度では飽和しなかった。6
配位結合を示す吸光度変化幅は、HBR-C では mCP のほうが 4 倍程度大きい結果となった。このこと
から、HBR-C の 6 配位結合は HBR-N とは異なり、CP モチーフのシステインを介さず、他のアミノ
酸のみを使用している可能性がある。 
SPR 解析の結果、HBR-C WT では約 2 個のヘムが結合することが示唆されたが、HBR-C mCP で
はヘムは結合しないという結果であった。HBR-C でも CP 依存的な 5 配位のヘム結合のみが観察さ
れ、6配位のヘム結合は検出されなかった。HBR-Cとヘムの解離定数はHBR-Nよりもさらに大きく、
10μM を超える結果となった。おそらく部分タンパクである HBR-C として実験したことが主な原因
であり、Bach1 全長分子に対するヘムの親和性は大幅に高いものと予想している。 














 mammalian two hybrid assay により Bach1 と NCOR1 の結合を検討した結果、全長Bach1 WT
において明確なシグナル上昇を確認し、両分子の結合が示唆された。Bach1(521-630)において明確な
シグナル上昇を確認したため、Bach1 と NCOR1 の結合領域は bZip 領域近傍と考えられた。全ての
CP モチーフの変異体 Bach1mCP でも WT と同程度の NCOR1 との結合シグナルを確認したことか
ら、NCOR1 と Bach1 の結合はヘムにより影響を受けないと考えられた。Bach1 と XPO1 の結合を
検討した結果、Bach1 WT、Bach1 (415-520)WT において明確なシグナル上昇を確認し、両分子の結
合が示唆された。また、Bach1mCP では両分子は結合していないこと、ヘム添加によりBach1 WT、
Bach1 (415-520)WT との結合が増加傾向であったことから、XPO1 との結合はヘム依存的であると考
えられた。 
 
第七章 Bach1 分子機構モデル 
Bach1 と MafK との複合体は bZip 領域でのロイシンジッパー構造により安定化され DNA と結合
できる。しかしヘムと結合することで各天然変性領域においてコンホメーション変化が起きる。
HBR-N ではこの領域が DNA 結合部位と隣接しているため HBR-N のコンホメーション変化は
bZip-DNA 相互作用に影響を及ぼすものと考えられる。次に HBR-C においてもヘムが結合し、コン
ホメーション変化が起きる。モデル構造からロイシンジッパー部のC 末側は特に HBR-N の方向に向
けられるわけではなく、コンホメーション変化の影響は近接した領域にある MafK の C 末部位
(111-156)との相互作用を不安定化させるのではないかと予想している。それによりロイシンジッパー
構造が不安定化され、上記HBR-N の影響と合わせてBach1 を DNA から解離させやすくしているも
のと考えられる。 
 
第八章 総括 
我々は本研究において可能なアプローチとそれがどのような情報をもたらすかを検討してきた。 
多くの分析手法を駆使するということはターゲットの解析に対しいろいろな視点から光を当てること
に似ている。それによりターゲットの一面のみでなく広い視野で議論が可能となる。天然変性タンパ
ク質における“構造”とはそもそも何かということを考えると、揺らいでいてとらえどころのない、
しかしある一定の機能を発揮しうる状態というものがあり、それこそが天然変性タンパク質の“構造”
なのではないかと考えている。本研究における多角的な解析によりBach1 タンパク質の多様な物理化
学的性質が解明された。それらを総合することで従来想像することすら困難であった天然変性タンパ
ク質の構造として分子モデルの１つのイメージを形成することができた。 
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論文審査結果の要旨
　Bach1は転写因子タンパク質であり、疾患との関連を含め生体にとって重要な働きを有している
。特に酸化ストレス応答などのヘムが関わる機能には注目が集まっている。しかしながら、Bach1
は一部の構造ドメインを除き決まった3次元構造をとらない天然変性タンパク質であり、ヘムの関
わる機能もその天然変性部分にある。本研究はBach1の天然変性領域に注目し、多角的な物理化学
的アプローチを用いたBach1 ヘムの調整の分子メカニズム解明を目指したものであり全編八章か
らなる。
第一章は序論であり、本研究の背景、意義及び目的を述べている。
第二章は本研究全般を通して取り扱われる試料の調製法について遺伝子の選択、調整からタンパ
ク質の調製、細胞内での発現などについて説明している。
　第三章は論文で議論される主たる分析手法の原理について説明している。
第四章はBach1のアミノ末端側のヘム結合領域についての物理化学的解析について述べられてお
り、当ヘム結合領域が天然変性領域であること、複数のヘムにより協同的に天然変性状態の変化を
引き起こすことを見出している。
第五章はBach1のカルボキシル末端側のヘム結合領域についての物理化学的解析について述べら
れており、ヘムによる変化は予想される部分構造の誘起ではなく天然変性状態の間での変化である
ことを示したものである。
第六章はBach1全長を用いた細胞内での転写因子としてのヘム応答の解析、またBach1との結合
タンパク質のヘムによる結合の制御について述べており、Bach1の機能がヘムの結合に沿って制御
を受けること、また結合因子タンパク質との相互作用もヘムにより影響を受けることを示している
。
第七章は物理化学的解析の結果から演繹されるBach1の分子機構モデルについて考察が進められ
Bach1のヘム結合による分子機構モデルが可視的に示されている。
第八章は論文の総括である。
以上要するに本論文は、医学的に重要なタンパク質の基本的メカニズムを物理化学的解析の適切
な組み合わせにより解明することが可能であることを示したものであり、医工学及びタンパク質科
学の発展に寄与するところが少なくない。
よって、本論文は博士（医工学）の学位論文として合格と認める。
